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Tiivistelmä/Referat – Abstract 
 
Rhazya stricta Decne. är en liten vintergrön buske som hör till familjen Apocynaceae. Den växer i 
Sydasien och Mellanöstern och används där i traditionell läkekonst. Växtens alla delar används i olika 
typer av preparat och bland de varierande användningsändamålen finns vård av infektioner, 
tarmsjukdomar, klåda och diabetes. R. stricta syntetiserar ett hundratal alkaloider varav endast en 
bråkdel har studerats närmare. Några av de analyserade alkaloiderna har visat sig ha intressanta 
farmakologiska egenskaper, så som antimikrobiella och cytotoxiska egenskaper.  
 
Då det ofta är både ekonomiskt och ekologiskt ohållbart att odla eller samla stora mängder 
medicinalväxter från naturen, har man utvecklat cellodlingar från växterna. Cellodlingarnas egenskaper 
och syntetiserade ämnen kan analyseras och modifieras i laboratorier. I experimentella delen av detta 
arbete utvecklades ett system där man extraherade, fraktionerade och isolerade alkaloider från torkat 
cellmaterial av odlade R. stricta hairy root-celler. Målet var att utveckla ett fungerade system för att 
slutligen kunna identifiera vilka alkaloider de odlade cellerna syntetiserar under givna förhållanden.  
 
Alkaloider extraherades ur 26 g torkad och malen cellmassa. Fraktioneringen gjordes med hjälp av 
mediumtryck vätskekromatografi (eng. medium pressure liquid chromatography, MPLC) och fraktionerna 
analyserades med hjälp av tunnskiktskromatografi (eng. thin-layer chromatography, TLC) och 
högtrycksvätskekromatografi (eng. high-performance liquid chromatography, HPLC). Vid rengöringen av 
alkaloider användes horisontell TLC och preparativ HPLC. Jonparskromatografi användes vid analys av 
extraktet, fraktionerna och de rengjorda alkaloiderna.  
 
Slutligen isolerades sammanlagt fem komponenter ur två fraktioner. En av komponenterna, vincanin, 
identifierades preliminärt, men vidare analyser måste göras, för att med säkerhet identifiera alla 
komponenter.  Allt som allt verkar hairy root-cellerna syntetisera några tiotal alkaloider med varierande 
polaritet.  
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Rhazya stricta Decne. is a small evergreen shrub belonging to the Apocynaceae family. The plant grows 
in South Asia and the Middle East, and in these areas it is used in traditional medicine. All parts of the 
plant are used in different preparations for a variety of purposes such as infections, bowel diseases, 
itching and diabetes. R. stricta synthesizes about a hundred different alkaloids, of which only a fraction 
has been studied closer. Some of the analyzed alkaloids have showed some interesting pharmacological 
properties such as antibacterial and cytotoxic properties.  
 
Because it is often both economically and ecologically unsustainable to cultivate or to collect large 
amounts of medicinal plants from nature, cell cultures have been developed from plants. The properties 
and synthesized substances of the cell cultures can be analysed and modified in laboratories. In the 
experimental part of this work, a system was developed for alkaloid extraction, fractionation and isolation 
from dried cell material from cultured R. stricta hairy root-cells. The goal was to develop a functioning 
system that eventually enables identification of the alkaloids synthesized by the cultured cells under 
given conditions.  
 
Alkaloids were extracted from 26 g of dried and ground cell mass. The fractionation of the alkaloids was 
performed with medium pressure liquid chromatography (MPLC) and the fractions were analyzed by 
thin-layer chromatography (TLC) and high-performance liquid chromatography (HPLC). The alkaloids 
were purified by horizontal TLC and preparative HPLC. Ion-pair chromatography was used for analyzing 
the extract, fractions and purified alkaloids.  
 
Five components from two fractions were eventually isolated. One of the components was tentatively 
identified as vincanine, but further analyzes have to be performed to identify all components reliably. In 
total, hairy root-cells seem to synthesize approximately 20 alkaloids with variable polarity.  
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I TEORETISKA DELEN 
 
1 Inledning 
 
Genom tiderna har människan använt växter som läkande 
medel och fortfarande idag finns otaliga växter vars 
potentiella medicinska egenskaper inte är kända eller 
bekräftade. Många växter har använts i traditionell 
läkekonst, men för att de ska kunna utnyttjas i modern 
medicin, måste växternas verksamma ämnen definieras 
och verkan dokumenteras enligt dagens krav. 
 
Denna pro gradu består av två delar, den teoretiska och 
den experimentella delen. I teoretiska delen presenteras 
växten Rhazya stricta och dess traditionella användningsområden inom medicinen. 
Dessutom berättas hurdana sekundärmetaboliter, framförallt alkaloider, växten 
syntetiserar och hurdan farmakologisk verkan vissa alkaloider och extrakt av växten har. 
Vidare presenteras kromatografimetoderna tunnskiktskromatografi och högupplösande 
vätskekromatografi och användningen av dessa vid analys av alkaloider.  
 
Den experimentella delen av detta arbete gjordes för att ta reda på vilka alkaloider 
Rhazya stricta hairy root-cellodlingar syntetiserar. I arbetet extraherades och isolerades 
alkaloider från torkat cellmaterial. Några alkaloider renades för att senare kunna 
identifieras. 
 
 
2 Rhazya stricta 
 
Rhazya stricta Decne. är en vintergrön buske som hör till familjen Apocynaceae (Gilani 
et al. 2007, Miller och Morris 1988). Till släktet Rhazya hör endast en art förutom R. 
stricta, nämligen R. orientalis Decne. Busken är liten, cirka 30-75 cm hög och tät med 
 
Bild 1 Rhazya stricta Decne. 
(Miller och Morris 1988) 
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upprättstående grenar (Bild 1). Löven är varierande till formen, 5-10 cm långa och 1-2 
cm breda och arrangerade i spiral. Bladen är tjocka och gulgröna då de är torra. 
Blomställningarna är korta förgrenade knippen med väldoftande vita blommor. 
Frukterna består av två ljusbruna raka eller något böjda folliklar. Fröna är långa, bruna 
och har korta vingar. Blomningstiden är från december till mars. R. stricta växer i 
ökenområdet i Sydasien (Indien, Pakistan, Afghanistan) och i Mellanöstern (bland annat 
Saudiarabien, Qatar, Förenade Arabemiraten, Iran och Irak) (Bild 2).  
    
 
Den franska botanisten Joseph Decaisne namngav släktet Rhazya för att hedra den 
iranska läkaren Abu Bakr Muhammad ibn Zakariya Ar-Razi (865-925) (Miller och 
Morris 1988). Stricta betyder upprättstående. Lokalt kallas växten bland annat för 
Harmal på arabiska, Sehar, Vena och Verian på urdu och Sainwar på sindhi (Gilani et al. 
2007, Panhwar och Abro 2007).  
 
2.1 Traditionell användning 
 
R. stricta används i traditionell läkekonst i många länder för varierande indikationer 
(Gilani et al. 2007) (Tabell 1). Alla växtdelar används i olika typer av preparat.  
 
Bild 2 Rhazya stricta växer i torra ökenområden (King Saud 
University 2013). 
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I Pakistan har flera etnobotaniska 
studier gjorts, där bland annat 
användningen av R. stricta har 
kartlagts. I Bild 3 ses Pakistans 
provinser. I Tharöknen (i 
provinserna Punjab och Sindh) 
används frukten och löven för att 
behandla ont i halsen och 
hudsjukdomar (Gilani et al. 2007). I 
provinsen Punjab används däremot 
rötterna, löven och grenarna för 
behandling av tandsjukdomar, 
diabetes, förstoppning och 
tarmsjukdomar.  
 
I provinsen Balochistan används torkade och pulveriserade frukter och löv för att 
minska gasbildning hos ammande barn (Goodman och Ghafoor 1992). Vätska pressad 
från färska löv används som droppar för röda, ömmande och svullna ögon. R. stricta 
används också som allmänt kylande i flera områden i provinsen. Färska löv och socker 
alternativt kol och aska från brända rötter och bark används i en blandning med 
antimonoxid som kylande pulver i ögat. En liten mängd av pulvret sätts in under 
ögonlocket. I ett annat område i Balochistan används rotextrakt mot gulsot och anemi 
hos gravida kvinnor. Vid utvecklingsproblem hos barn används pulver av växtens frukt. 
Pulver av löv och frökapslar används vid behov på hudutslag hos barn. I Pasni området i 
Balochistan används intorkad infusion av växtens ovanjordiska delar mot hemorrojder 
och tarmparasiter.  
 
I Mahal Kohistan i provinsen Sindh används en infusion av färska löv som svalkande 
medel i badvattnet (Panhwar och Abro 2007). I samma område används rötterna som 
feberstillande och vätskan från mogna frukter i ömmande ögon.  Pulveriserade löv och 
frukter används även här lokalt på hudutslag. 
 
Bild 3 Karta över Pakistan (Mappery 2013). 
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I Indien används växten för att behandla tumörer, reumatism, 
ont i halsen, sjukdomar i urinvägarna och allmän svaghet. I 
Iran används växten för att läka sår (Gilani et al. 2007). I 
Oman används en dekokt på växtens löv som febernedsättande 
och mot magont (Miller och Morris 1988). Dekokten kan även 
användas till att tvätta kliande delar av huden. Rök av pyrande 
växter kan också fläktas över kliande och allergisk hud före 
tvätten. Röken kan dessutom inhaleras för att behandla 
huvudvärk och andningsproblem. Liksom i Pakistan, används 
vätska från löv i infekterade och ömma ögon och färska löv på 
ögat.  I Saudiarabien används växten mot diabetes, 
inflammationer och parasitsjukdomar (Gilani et al. 2007). 
Löven används även som laxerande medel och mot skabb. I 
Förenade Arabemiraten används växten mot diabetes, 
hudinfektioner, parasiter, inflammationer och magbesvär. 
 
Sammanfattningsvis verkar det som om växtens löv är den 
mest använda växtdelen i traditionell läkekonst, vilket säkert 
delvis beror på att löv är lätta att plocka. Av 
användningsändamålen kan man anta att växten åtminstone har 
antiinflammatoriska, antimikrobiella, antidiabetiska och 
svalkande egenskaper. 
 
2.2 Sekundärmetaboliter 
 
Flera släkten i familjen Apocynaceae har konstaterats vara rika 
på indolalkaloider, däribland släktet Rhazya (Atta-ur-Rahman 
et al. 1989). Hittills har över 100 alkaloider isolerats och 
identifierats från rötter, stammar, löv, frukter/baljor och en 
blandning av ovanjordiska delar (Gilani et al. 2007). Nästan 70 
av dessa har listats av Atta-ur-Rahman med fler (1989) och 
delats upp i 17 grupper (Tabell 2). I Bild 4 ses strukturformler 
Tabell 1 R. stricta har 
använts i traditionell 
läkekonst för varierande 
indikationer. 
 
Cancer 
Reumatism 
Urinvägssjukdomar 
Diabetes 
Hudsjukdomar och 
utslag 
Tandsjukdomar 
Tarmsjukdomar 
Förstoppning 
Gasbildning 
Magont 
Ömma ögon 
Anemi 
Gulsot 
Utvecklingsproblem 
hos barn 
Hemorrojder 
Tarmparasiter 
Ormbett 
Ont i halsen 
Feber 
Allmän svaghet 
Sår 
Skabb 
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för en del av de olika alkaloiderna. En del av växtens alkaloider har även isolerats från 
andra släkten i Apocynaceae familjen, medan en del verkar vara släkt- eller artspecifika. 
Än så länge känner man till de farmakologiska effekterna hos väldigt få av dessa 
ämnen. De studier som har gjorts med växtextrakt har dock påvisat flera olika 
farmakologiska och toxiska egenskaper hos R. stricta. I Tabell 2 nämns studier där 
alkaloiders farmakologiska effekter har undersökts. Kvaliteten och resultaten i en del 
studier kan dock ifrågasättas. Nya, moderna och högkvalitativa studier bör göras för att 
utforska dessa intressanta molekylers farmakologiska egenskaper.  
 
Utöver alkaloider har det isolerats några flavonoider och triterpener från R. stricta 
(Kaneko och Namba 1967, Andersen et al. 1987). Ursolsyra, magnesiumkvinat och 
flavonoidglykosiderna rhazianosid A och B isolerades av Kaneko och Namba (1967).  
 
Tabell 2 Exempel på alkaloidtyper och alkaloider från Rhazya stricta (Atta-Ur-Rahman et al. 
1989). 
 
Alkaloidtyp Alkaloid Molekylformel Framförda 
farmakologiska 
effekter 
Ajmalin-typ Strictisidin C21H22N2O3  
Aspidosperma Vincadifformin C21H26N2O2 Cytotoxisk (Sturdikova 
et al. 1986) 
 Rhazidin C19H27N2O Ganglionblockerare 
(Bhattacharya et al. 
1971)  
 (-)-Quebrachamin C19H26N2 Adrenergisk blockerare 
(Deutsch et al. 1994) 
Aspidospermatin-
typ 
19,20-
Dihydrocondylocarpin 
(Tubotaiwin) 
C20H24N2O2 Opioidaktiv analgetika 
(Ingkaninan et al. 
1999), COX-2 
inhibitor (Shang et al. 
2010) 
Coryanthein-typ 16-epi-Z-Isositsirikin C21H26N2O3 Antineoplastisk 
(Mukhopadhyay et al. 
1983) 
Dimera alkaloider 15, 20, 15’, 20’-
Tetrahydrosecamin 
C42H56N4O4 Antimikrobiell 
(Verpoorte et al. 1983)
 Didemetoxykarbonyl-
tetrahydrosecamin 
C38H52N4 Cytotoxisk 
(Mukhopadhyay et al. 
1981), antimikrobiell 
(Verpoorte et al. 1983) 
Eburnamin-typ Eburnamin C19H24N2O  
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Heteroyohimbin-typ Strictosamid C26H30N2O8 Muskelrelaxant, 
påverkar Mg2+-ATPas 
och Na+,K+-ATPas 
aktivitet (Candeias et 
al. 2009) 
Hunterburin-typ Vallesiachotamin C21H22N2O3 Cytotoxisk 
(Mukhopadhyay et al. 
1981, Soares et al. 
2012) 
Mavacurin-typ Strictin C20H20N2O3  
Picralin-typ Rhazimol 
(Deacetylakuammilin) 
C21H24N2O3  
 Strictamin (Vincamidin) C20H22N2O2 COX-2 inhibitor 
(Shang et al. 2010) 
Quinolin-typ Rhazimin C21H22N2O3 Inhibitor av 
trombocytaggregation 
(Saeed et al. 1993) 
Rhazinilam-typ Rhazinilam C19H22N2O Cytotoxisk 
(Subramaniam et al. 
2007) 
Sarpagin-typ Akuammidin (Rhazin) C21H24N2O3 Opioidagonist 
(Menzies et al. 1998) 
 Polyneuridin C21H24N2O3 Cytotoxisk 
(Mukhopadhyay et al. 
1981) 
Secodin-typ Tetrahydrosecodin C21H30N2O2  
Strictosidin-typ Strictosidin C27H34N2O9  
Strychnos-typ Sewarin C20H22N2O3 Cytotoxisk 
(Mukhopadhyay et al. 
1981), kappaopioid 
receptor antagonist 
(Spetea et al. 2011) 
 Bharhingin C19H20N2O  
Diverse andra 
alkaloider 
Stricticin okänd  
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Bild 4 Strukturformler för utvalda alkaloider isolerade från R. stricta. 
         
 2.3 Verkan hos alkaloider 
 
Alkaloider är basiska eller neutrala sekundärmetaboliter som innehåller kväve (Hiltunen 
och Holm 2000). De är ofta komplicerade heterocykliska molekyler. Indolalkaloiderna 
är den största undergruppen av alkaloider i naturen och som en stor och variationsrik 
grupp, har indolalkaloider även konstaterats ha flertalet olika farmakologiska 
egenskaper, så som cytotoxiska, antimikrobiella, antihypertensiva och cns-stimulerande 
egenskaper (Gilani et al. 2007). Monoterpen indolalkaloider hittas huvudsakligen i 
växter från familjerna Apocynaceae, Rubiaceae och Loganiaceae (Balsevich och Hogge 
1988).  
 
Hos R. stricta känner man troligen till farmakologiska egenskaper hos endast några 
tiotal av de över 100 isolerade alkaloiderna. De flesta av dessa ses i Tabell 2. Här 
presenteras några av dem i närmare detalj. 
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Rhazinilam är en intressant alkaloid som har cytotoxiska egenskaper. Föreningen finns 
dock i väldigt liten koncentration i R. stricta, en studie beräknade en 0,003 % 
koncentration i bladen av växten (Banerji et al. 1970). (-)-Rhazinilam har konstaterats 
samtidigt inhibera både bildning och nedbrytning av mikrotubuli in vitro. 
Verkningsmekanismen är en kombination av verkningsmekanismerna hos vinka-
alkaloiderna, som inhiberar bildningen av mikrotubuli, och taxoiderna, som inhiberar 
demonteringen av mikrotubuli (Pascal et al. 1998). Ämnet har visat cytotoxisk aktivitet 
mot flera cellinjer in vitro, bland annat vinkristin-resistenta KB-cellinjer (Subramaniam 
et al. 2007). I Tabell 3 ses koncentrationerna av rhazinilam som inhiberar celltillväxten 
med 50 %. KB/VJ300 är en vinkristin-resistent oral skivepitelcancer cellinje och MCF7 
en bröstadenocarcinom cellinje. 
 
      Tabell 3 Rhazinilam inhiberar tillväxten av cancerceller in vitro. 
 
IC50 (µM) Källa 
KB KB/VJ300 MCF7  
0,65 0,83  Subramaniam et al .2007 
0,7   Décor et al. 2006 
0,6  4,0 Baudoin et al. 2002 
 
Rhazinilam har dock visat sig vara inaktiv in vivo, möjligen på grund av oxidation 
orsakad av CYP2B6 metabolism (Baudoin et al. 2002, Décor et al. 2006). Décor med 
fler (2006) föreslår därmed att substituenter kunde fästas i molekylen för att skydda 
positionerna som lätt oxideras. På grund av att rhazinilam är inaktiv in vivo, har flertalet 
analoger syntetiserats, för att ta reda på vilka delar av molekylen rhazinilam är viktiga 
för de önskade farmakologiska egenskaperna och för att hitta nya aktiva ämnen (David 
et al. 1997, Pascal et al. 1998, Dupont et al. 1999, Baudoin et al. 2002).  Helsyntes av 
rhazinilam har gjorts, men isolering av rhazinilam från modifierade cellodlingar kan 
möjligen vara av intresse. 
 
Indolalkaloiden vallesiachotamin isolerades för första gången från Vallesia dichotoma 
Ruiz et Pav. (Djerassi et al. 1966). Ämnet har visat cytotoxisk aktivitet in vitro mot KB 
nasofarynxcarcinomceller (ED50 3,56 µg/ml) och P-388 leukemiceller (ED50 1,1 
µg/ml) (Mukhopadhyay et al. 1981). Soares med fler (2012) fann vallesiachotamin 
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cytotoxisk även mot melanomcellinjen SK-MEL-37. Cytotoxiciteten mättes med 
kolorimetrisk analys (MTT test), där levande celler reducerar tetrazolium till formazan, 
som ger violett färg vid upplösning. IC50 beräknades till 14,7 ± 1,2 µM. Resultatet kan 
jämföras med positiva kontrollen doxorubicin vars IC50 var 35,2 ± 3,7 µM efter 48 
timmars inkubationstid. Forskningsresultaten visade även att alkaloiden ökar antalet 
melanomceller som är i stadierna G0 och G1 i cellcykeln och ökar antalet apoptotiska 
och nekrotiska celler. 
 
2.4 Verkan hos extrakt 
 
Ofta är det växtextrakt som används i den traditionella läkekonsten. Extrakt kan göras 
på växtens olika delar och med varierande metoder. Forskare studerar traditionella 
läkemedel för att hitta verksamma ämnen som kan användas eller utvecklas för vård av 
sjukdomar i modern medicinsk behandling. Nedan presenteras några studier gjorda med 
olika extrakt från växten R. stricta. 
 
R. stricta används traditionellt i flera länder för att behandla diabetes och i Förenade 
Arabemiraten används flera medicinalväxter tillsammans med insulin eller andra 
diabetesmediciner (Ali 1997). För att få veta mera om inverkan på glukos-, insulin- och 
glukagonkoncentrationerna i plasma behandlade man råttor med simulerad diabetes med 
R. stricta lövextrakt och glibenklamid. Extraktet tillverkades genom extrahering med 
vatten. Hos råttor med diabetes ökade insulinkoncentrationen 1, 2 och 4 timmar efter 
oral administration av 2 och 4 g/kg extrakt, vilket sänkte glukoskoncentrationen något 1 
timme (2 och 4 g/kg) och 2 timmar (4 g/kg) efter administration. 
Glukagonkoncentrationen påverkades inte. Normala råttor påverkades inte av extraktet 
0,5-4 g/kg inom 4 timmar efter administration. Samtidig administration av R. stricta 
extrakt (0,5- 4 g/kg) och glibenklamid (5 mg/kg) sänkte glukoskoncentrationen mer än 
någon av ämnena ensamt. Man kan dock inte uttala sig om långsiktiga effekter av denna 
kombination på basen av denna studie.  
 
I en annan studie behandlades råttor med olika doser vattenextrakt av torkade löv 
(0,025-6,4 g/kg), alternativt med den tricykliska antidepressanten desipramin (10, 20 
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och 40 mg/kg) och utsattes för Porsolts simtest (eng. forced swimming test) (Ali et al. 
1998). Immobiliteten minskade först vid koncentrationerna 0,025-0,1 g/kg, för att sedan 
öka vid koncentrationerna 0,2-0,4 g/kg och slutligen minska igen vid koncentrationerna 
0,8-6,4 g/kg. En annan studie av Ali et al. (1999) kunde likaså påvisa en dosberoende 
sänkt aktivitet hos råttor efter engångsdos av lövextrakt vid koncentrationerna 1, 2, 4 
och 8 g/kg. Vid koncentrationerna 0,1, 1,6 och 6,4 g/kg kunde ses nästan konstant 
rörlighet, vilket sällan ses hos antidepressiva läkemedel (Ali et al. 1998). Då man vet att 
R. stricta innehåller tiotals alkaloider, kan det antas att någon eller några dämpar 
centrala nervsystemet och någon eller några andra har antidepressiva egenskaper. 
 
Vattenextrakt av torkade R. stricta löv har även använts i flera andra studier, där det 
bland annat har visats att extraktet har antioxidativa egenskaper in vivo (Ali et al. 2000) 
och sänker det arteriella blodtrycket (Tanira et al. 2000). 
 
 
3 Analysering av alkaloider med TLC 
 
Tunnskiktskromatografi (eng. thin-layer chromatography, TLC) är en knappt åttio år 
gammal kromatografimetod, i vilken man använder sig av ett tunt lager stationärfas 
(0,10–0,25 mm) fäst på en glas-, aluminium- eller plastskiva (Wall 2005). 
Stationärfasen kan bestå av till exempel silika eller aluminiumoxid. Provet appliceras 
vanligen som punkter eller linjer cirka 1 cm från skivans nedre kant. Skivan ställs sedan 
i en kammare med mobilfas. Oftast är kammaren av modellen tvillingtråg (Bild 5). 
Mobilfasen, som kan bestå av flera lösningsmedel, stiger med hjälp av kapillärkraft upp 
genom stationärfasen och för med sig komponenter från provet. Komponenterna 
migrerar med olika hastighet beroende på interaktionerna mellan dem och stationär- och 
mobilfaserna, vilket gör att komponenterna separeras från varandra. När 
lösningsmedelsfronten stigit till önskad höjd, avbryts elueringen genom att avlägsna 
TLC-skivan från kammaren och låta den torka. Därefter kan de separerade 
komponenterna analyseras kvalitativt och kvantitativt. Även andra elueringstekniker 
och kammarmodeller har utvecklats. Analyternas fysikalisk-kemiska egenskaper så som 
polaritet, löslighet, jonisation, molekylvikt, storlek och form påverkar hurdan 
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kromatografimetod, stationär- och mobilfas som lämpar sig bäst för analysering av 
ämnena i fråga. 
  
 
Av stationärfasmaterialen i TLC har silika och aluminiumoxid ett brett 
användningsområde (Wall 2005). Dessa material finns med olika pH, por- och 
partikelstorlek. Ju mindre partikelstorleken är, desto bättre är resolutionen. 
Partikelstorleken för silika är vanligtvis 10-15 µm. Porstorleken påverkar däremot 
selektiviteten. Den mest använda porstorleken för silika är 60 Å (6 nm). Andra exempel 
på stationärfaser är följande till silika bundna faser: omvänd fas (alkylkedjor bundna till 
silika), aminobunden fas, cyanobunden fas, diolbunden fas och kiralbunden fas. Ju 
längre alkylkedjorna är i omvänd (eng. reversed phase, RP) fas, desto mer hydrofobisk 
är den. För att underlätta detektionen av analyter tillsätter många företag i sina 
stationärfaser en fosforecerande indikator som avger grönt, gult eller blått ljus vid 
excitation av ultraviolett (UV)-ljus med våglängden 254 nm. Dessa skivor har i sitt 
namn märkningen F254. Med silika gel 60 F254 TLC-skivor kan de flesta alkaloider 
identifieras (Wagner och Bladt 1996). Silikaskivor är även det billigaste alternativet. För 
separation av vissa alkaloider, till exempel berberin, passar dock aluminiumoxid bättre 
som stationärfas.  
 
Alternativen till mobilfas är många, vilket man kan se exempel på i Tabell 4. Vid val av 
mobilfas kan det sökas alternativ från tidigare studier eller så kan lösningen optimeras 
systematiskt med hjälp av PRISMA-optimering (Nyiredy 2002). 
Optimeringsproceduren består av tre delar. I första delen väljs stationärfas, gasfas och 
lämpliga lösningsmedel för mobilfasen. Flera lösningsmedel med olika lösningsstyrka 
(si) och protondonator/acceptor egenskaper testas. I andra delen optimeras mobilfasen 
Bild 5 Tvillingtråg. Kammaren har olika 
användningsmöjligheter (Wall 2005). 
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genom att testa av olika kombinationer av valda lösningsmedel och i tredje delen väljs 
lämplig kromatografiteknik.  
 
Vid analys av alkaloider finns ingen universell mobilfas som fungerar vid alla tillfällen. 
Wagner och Bladt (1996) rekommenderar dock toluen-etylacetat-dietylamin (70:20:10) 
vid screening av alkaloider. I experimentella delen av detta arbete optimerades 
sammansättningen av mobilfasen innan vissa alkaloider renades och togs till vara med 
hjälp av TLC. Mobilfasen optimerades även med hjälp av TLC innan MPLC togs i bruk 
för fraktionering av alkaloidextrakt. PRISMA-optimeringsmetoden testades vid valet av 
mobilfas. Dessutom söktes det upp och jämfördes tidigare rapporterade 
mobilfassammansättningar använda vid analys av alkaloider från besläktade växter i 
familjen Apocynaceae (Tabell 4). De flesta sammansättningar innehöll någon alkohol 
med relativt hög lösningsstyrka, si. Dessa behövs för att de polära alkaloiderna ska röra 
på sig. Dessutom hade många använt kloroform, toluen eller etylacetat. En del hade 
även tillsatt en liten mängd ammoniak för att minska graden av protonerade alkaloider 
och således få skarpare zoner. 
 
Då få ämnen är synliga i vanligt ljus har det utvecklats många detektionsmetoder för 
TLC (Wall 2005). Metoderna kan vara destruktiva eller icke-destruktiva, vilket har 
betydelse vid till exempel preparativt arbete. Kvantitativ analys av kromatogram kan 
göras med hjälp av till exempel densitometri.  
 
Visualisering med synligt (Vis) och UV-ljus och reversibla reaktioner med jod- eller 
ammoniakånga är icke-destruktiva metoder (Wall 2005). Det finns även fluorescerande 
färgämnen och pH-indikatorer som kan användas i icke-destruktiva men irreversibla 
detektionsmetoder. Exponering för UV-ljus kan vara ett bra detektionsalternativ för 
ämnen som absorberar UV-ljus eller fluorescerar vid exponering för UV-ljus. Oftast 
räcker det att använda två våglängder, 254 nm (kort våglängd) och 366 nm (lång 
våglängd) för tillräcklig detektion. Jodånga produceras genom att sätta några 
jodkristaller i en sluten kromatografikammare och låta den fyllas av ånga i några 
timmar. Därefter placeras kromatogrammet i kammaren och jodet interagerar med 
lipofila ämnen och bildar gulbruna områden som kan dokumenteras under en kort tid 
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efter att kromatogrammet avlägsnats från kammaren. 
 
Tabell 4 Jämförelse av studier där man har analyserat alkaloider från besläktade växter med 
hjälp av TLC. 
 
Mobilfas TLC-skiva Detektion Analyserade 
ämnen 
Källa 
Toluen-aceton-
metanol-28 % 
NH4OH 
(28:10:2:0,5) 
 
Dietyleter-
kloroform-
metanol (10:7:4) 
Silika Cerium 
ammoniumsulfat 
(CAS) reagens, 
densitometri 226 
nm 
Catharanthus 
roseus alkaloider 
Goodbody et al. 
1988 
Bland andra: 
Kloroform-
metanol-
ammoniak 
(8:2:0,1) 
Silika 60 F254 UV 254 nm, 366 
nm,  CAS 
reagens 
Rauwolfia 
serpentina x 
Rhazya stricta 
cellodling 
alkaloider bl.a. 
ajmalin, 
strictosidin, 
vallesiachotamin 
Sheludko et al. 
1999 
Etylacetat-
ammonium-
hydroxid (110 
ml:3 gtt) 
Silika 60 F254 UV 254 nm, 
CAS reagens, 
densitometri 280 
nm 
Catharanthus 
roseus ajmalicin, 
catharantin, 
vindolin 
Hernandez-
Dominguez och 
Vazquez-Flota 
2006 
Toluen-metanol 
(76+24) 
Silika 60 F254 Dragendorffs 
reagens, 
densitometri 520 
nm 
Rauwolfia 
serpentina 
ajmaline, 
ajmalicin, 
reserpin 
Gupta et al. 2006 
Etylacetat-etanol 
(4:1) 
Silika 60 UV 254 och 366 
nm, CAS reagens 
Catharanthus 
roseus cellodling 
vindolin, 
catharanthin, 
vinblastin, 
vincristin, 
ajmalicin, 
serpentin 
Ataei-Azimi et 
al. 2008 
Kloroform-
metanol (97:3) 
 
Kloroform-
metanol-
ammonium-
hydroxid 
(95:4,5:0,5) 
Silika Dragendorffs 
reagens + HCl 
eller 50 % vatten-
fosforsyra 
Rauwolfia 
serpentina 
alkaloider 
Panwar och Guru 
2011 
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Visualisering med hjälp av reagenser är en väldigt vanlig detektionsmetod där det 
används både universella och gruppspecifika reagenser. Jodoplatinat och Dragendorffs 
reagens är exempel på universella reagenser som kan användas för att detektera de flesta 
ämnen som innehåller kväve (Wall 2005). Detektionsmetoder där analyterna 
derivatiseras och visualiseras med reagenser som sprayas på TLC-skivan eller som 
skivan doppas i, kan ses som destruktiva, men det finns även verkliga destruktiva 
metoder som förkolning och så kallad termokemisk aktivering. I förkolningsmetoden 
appliceras ofta utspädd svavelsyra på kromatogrammet, varefter det värms upp i 5-20 
minuter i 100-180 grader. Organiskt material degraderas till kol. Vid termokemisk 
aktivering fluorescerar en del ämnen vid exponering för UV-ljus efter upphettning.   
 
Detektionen av alkaloider görs typiskt under ultraviolett ljus med våglängderna 254 nm 
och 365 nm och med hjälp av sprayreagenser (Wagner och Bladt 1996). Vissa 
alkaloidtyper, som indoler, ses mörka mot en fluorescerande TLC-skiva vid 254 nm. 
Däremot fluorescerar en del alkaloider blått, blågrönt, violett eller gult vid 365 nm (Bild 
6). Som sprayreagenser används ofta Dragendorffs reagens och jodoplatinat reagens, för 
vissa speciella alkaloidtyper har även egna reagenser utvecklats. Dessutom används 
cerium ammoniumsulfat som reagens. Dragendorffs reagens kan antingen sprayas på 
TLC-skivan (så som det gjordes i den experimentella delen av detta arbete) eller så kan 
skivan doppas i reagensen i några sekunder och sedan torkas i 70 ºC i 5 minuter (Wall 
2005). Analyterna syns som gulbruna zoner mot blekgul bakgrund. 
 
TLC kan i bästa fall vara en billig, lätt och snabb metod för separation och identifiering 
av alkaloider. Flera prover kan analyseras samtidigt, vilket sparar tid och material. TLC 
kan även användas vid metodoptimering innan metodöverföring till exempelvis MPLC, 
liksom i experimentella delen av detta arbete. Nackdelarna med TLC är att 
kromatografiskivorna är tänkta för engångsbruk och att metoden har begränsad 
separationskapacitet. 
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4 Analysering av alkaloider med HPLC 
 
Högupplösande vätskekromatografi (eng. high-performance liquid chromatography, 
HPLC) är en maskinell separationsmetod som även inkluderar detektion och mätning av 
analyter (Moldoveanu och David 2013). HPLC kallas även högtycksvätskekromatografi 
då trycket i systemet normalt kan vara upp till 400 bar. Kromatografisystemet består av 
behållare för mobilfaslösningar och avluftningsapparat, pumpsystem, injektor, 
(förkolonn), kromatografisk kolonn, detektor och databehandlingsenhet (Bild 7). HPLC 
kan användas i analytiskt (kvalitativt och kvantitativt), semipreparativt och preparativt 
bruk.  
 
Den viktigaste delen i HPLC-systemet med tanke på de analyserade ämnenas separation 
är kolonnen (Moldoveanu och David 2013). Följande egenskaper påverkar separationen 
och valet av kolonn: typ av stationärfas, faspartiklarnas fysikaliska egenskaper och 
kolonnens dimensioner. Det lönar sig att ta reda på hurdan kolonn andra forskare har 
använt i motsvarande analyser. Detta möjliggör även jämförelse av resultat, förutsatt att 
även resten av systemet är jämförbart. 
 
Bild 6 TLC-kromatogram belyst med UV 366 nm. En del alkaloider fluorescerar  
blått och blågrönt. Femte provet från vänster är ett alkaloidextrakt från R. stricta. 
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Bild 7 Exempel på HPLC-system. Från vänster: pump (under), detektor (på), mobilfaslösningar 
och avluftningsapparat, kolonn (framför), injektor och databehandlingsenhet. 
 
Separationen av analyter i kolonnen baserar sig på att analyterna interagerar med 
stationärfasen på olika sätt och migrerar därmed med olika fart i mobilfasens riktning.  
Man kan beskriva separationen som resultatet av att det skapas en jämvikt av analyter 
mellan faserna i kolonnen (Moldoveanu och David 2013). Jämvikten kan uppstå på 
olika sätt beroende på hurdan stationärfasen är. Fördelningsjämvikt (eng. partition 
equilibrium) uppstår då analyterna fördelar sig mellan mobilfasen och en stationär 
vätskefas. Adsorptionsjämvikt uppstår då analyterna interagerar med en fast stationärfas 
(Bild 8). Analyterna separeras enligt i hur hög grad de befinner sig i mobilfasen eller 
stationära vätskefasen alternativt adsorberas till den fasta stationärfasen. Det kan även 
uppstå en jämvikt mellan joner om stationärfasen och analyterna är joniska. I 
storleksexklusionskromatografi (eng. size exclusion chromatography) uppstår en 
jämvikt då mindre molekyler befinner sig en längre tid inne i stationärfasens porer 
jämfört med större molekyler som rör sig snabbare genom kolonnen. I 
affinitetskromatografi uppstår en jämvikt mellan analyter bundna till specifika 
molekyler i stationärfasen och fria analyter. 
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         Bild 8 Adsorptionsjämvikt (Moldoveanu och David 2013). 
 
De vanligaste stationärfaserna är polär normalfas, bestående av silika, och hydrofobisk 
och opolär omvänd (RP) fas, där kolvätekedjor är bundna till silika (Moldoveanu och 
David 2013). Ju längre alkylkedjorna är, desto mer hydrofobisk är stationärfasen, 
liksom i TLC. Stationärfasens partikel- och porstorlek och partiklarnas 
storleksfördelning påverkar separationen. Mindre partiklar leder till bättre separation 
och kan möjliggöra snabbare analyser, men bildar även högre tryck i systemet vilket 
ställer krav på maskineriet.  
 
Omvänd fas HPLC (RP-HPLC) är den vanligaste metoden för analys av alkaloider 
(Gerasimenko et al. 2001a, Stöckigt et al. 2002). Med RP-HPLC kan man analysera 
väldigt varierande föreningar, vilket ofta är fallet med alkaloider. Det finns dock inte en 
enda allmänt tillämpbar separationsmetod för HPLC analys av alkaloider.  
 
Mobilfasens sammansättning kan hållas konstant under hela analysen (isokratisk HPLC) 
eller ändra under analysens gång (gradient HPLC) (Moldoveanu och David 2013). Med 
gradient HPLC kan man ändra mobilfasens polaritet och pH för att förbättra och 
försnabba analysen. Användningen av gradient system är mycket allmänt men det 
behövs särskilt då analyterna i ett prov har väldigt varierande kemiska egenskaper och 
eluerar väldigt långt ifrån varandra, till exempel vid analys av alkaloidextrakt. 
 
I RP-HPLC består mobilfasen oftast av vatten och ett vattenlösligt organiskt 
lösningsmedel som till exempel acetonitril eller metanol (Moldoveanu och David 2013). 
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Ofta utnyttjas gradient HPLC så att analysen börjar med låg koncentration av organiskt 
lösningsmedel för att sedan öka koncentrationen och försnabba elueringen av analyter. 
Ibland tillsätts det salter, syror eller baser i mobilfasen för att justera pH eller jonstyrkan 
och således förbättra separationen. Vid valet av mobilfas måste man dock också ta i 
beaktande vilken typ av detektor som används i analysen. Till exempel detektorer som 
registrerar ändringar i brytningsindex kan inte användas vid gradient HPLC.  
 
När de basiska alkaloiderna löses upp i vatten, vilket sker i RP-HPLC, minskar deras 
affinitet till den lipofila stationärfasen. Samtidigt kan det bildas interaktioner med 
deprotonerade silanolgrupper eller vätebindningar som kan påverka retentionen och 
orsaka svansning (eng. tailing) (Stöckigt et al. 2002). För att undvika dessa problem, 
kan pH justeras till neutralt eller svagt basiskt. Total omvandling av de protonerade 
alkaloiderna till neutrala baser kräver så högt pH värde, att stationärfasen kan skadas. 
Därmed används det istället ofta låga pH värden under 3 så att silanolgrupperna är totalt 
protonerade.  
 
För att förbättra separationen kan man även använda jonparskromatografi. Vid 
jonparskromatografi använder man ett reagens som till exempel hexan- heptan- eller 
oktansulfonsyra, som har hög affinitet till protonerade baser (Stöckigt et al. 2002). 
Nackdelen med dessa reagenser är att de adsorberas irreversibelt till stationärfasen. Man 
kan minska jonparreagensernas koncentration genom att tillsätta buffertar med hög 
koncentration av salter som till exempel fosfat eller acetat. Även dessa salter interagerar 
med de protonerade alkaloiderna och bildar jonpar. Jonparbildningen minskar 
interaktionerna mellan alkaloiderna och de deprotonerade silanolgrupperna och den 
högre lipofiliteten förbättrar retentionen.  
 
Detektorn detekterar de förbiströmmande analyterna, vanligtvis med hjälp av mätning 
av ämnenas UV-Vis absorption. Detektionen baserar sig på att analyterna har olika 
fysikalisk-kemiska egenskaper jämfört med mobilfasen. Förutom UV-Vis absorption 
kan bland annat följande detektionstekniker användas: registrering av fluorescens, 
brytningsindex (eng. refractive index, RI), kemiluminescens, ljusspridning (eng. 
evaporative light scattering, ELS), massaspektrometri (MS) och elektrokemisk 
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detektion (Moldoveanu och David 2013). Från detektorn går en elektrisk signal till en 
databehandlingsenhet där signalen översätts till ett kromatogram. 
 
I mitt experimentella arbete användes HPLC för att analysera alkaloidfraktioner och 
identifiera alkaloider fraktionerade med MPLC och rengjorda med TLC. Vid val av 
HPLC-system söktes det upp tidigare rapporterade metoder. I de i Tabellen 5 framförda 
studierna har det analyserats alkaloider från besläktade växter till R. stricta (familjen 
Apocynaceae). De rapporterade metoderna har flera gemensamma nämnare. I alla 
studier har man använt RP stationärfas och de flesta har använt C18. Flera har även 
använt 250 mm långa kolonner, vilket förbättrar resolution men förlänger analystiden 
och höjer trycket i systemet. Partikelstorleken är 5 µm i de flesta kolonner, vilket är 
vanligt för konventionell HPLC. I mobilfasen har alla använt acetonitril som en 
komponent, vilket är naturligt då man har omvänd fas.  
 
Tabell 5 Jämförelse av studier där man har analyserat alkaloider från besläktade växter med 
hjälp av HPLC. 
 
Kolumn Mobilfas System Flöde Källa 
Xterra MS C18 
4,6x150 mm, 5 
µm, Waters 
10 mM 
Ammoniumacetat 
pH 10 – acetonitril 
Isokratisk 55:45 
30 min 
1 ml/min Richer et al. 
2006 
Chromcart CC 
Nucleosil 100-5 
C18 4x250 mm, 
Macherey-
Nagel 
Acetonitril – 39 
nm NaH2PO4 – 2,5 
mM 
hexasulfonsyra-
buffer pH 2,5 
Gradient 15:85 
 20:80 inom 5 
min  60:40 
inom 40 min  
80:20 inom 15 
min  
1 ml/min Gerasimenko 
et al. 2001a 
och 2001b 
Nucleosil 7C8 
10x250 mm, 
Macherey-
Nagel 
Acetonitril – 10 
mM ammonium-
karbonat 
Gradient 50:50 
 99:1 inom 50 
min 
2 ml/min Pawelka och 
Stöckigt 1986
Zorbax Eclipse 
XDB c18 
4,6x150 mm, 5 
µm, Agilent 
Acetonitril – 10 
mM (NH4)2HPO4  
Isokratisk 52:48 1,5 ml/min Ruiz-May et 
al. 2009 
Luna C18 
4,60x250 mm 5 
µm 
Phenomenex 
Metanol – 
acetonitril  
Isokratisk 60:40 1 ml/min Panwar och 
Guru 2011 
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II EXPERIMENTELLA DELEN  
 
1 Bakgrund 
 
I naturen påträffas ofta unika molekyler som är intressanta för vetenskapsmännen som 
hoppas på att hitta bland annat nya läkemedel. Växter plockas och deras delar undersöks 
som sådana eller så utvecklas det cellkulturer vars egenskaper sedan undersöks.  
 
Orsaken till att odla cellkulturer av en växt är bland annat att förhindra överplockning 
av växten i naturen. Många intressanta ämnen, som till exempel alkaloider, produceras 
dessutom i så små mängder i växten, att det är oekonomiskt att isolera dem från naturen. 
Helsyntes av invecklade molekyler är däremot ofta svårt och dyrt (Hiltunen och Holm 
2000). Cellkulturer har också sina för- och nackdelar. Cellkulturerna producerar sällan 
alla de ämnen som den intakta växten gör, men cellerna kan modifieras för att producera 
mera av önskat ämne. Detta är visserligen ofta en lång process.  
 
På VTT har det bildats cellkulturer av växten Rhazya stricta för att undersöka hur 
cellerna kan modifieras och vilka alkaloider de syntetiserar. Målet för den 
experimentella delen i mitt arbete var att extrahera alkaloider från givet cellmateria, 
fraktionera och separera ämnena och slutligen rengöra och identifiera 
huvudkomponenterna.  
 
 
2 Material och metoder 
 
Cellmaterialet som användes i detta experimentella arbete var odlat, lyofiliserat och 
malet på VTT i Otnäs, Esbo. Celltypen var håriga rotceller (eng. hairy root) producerade 
av en vildvuxen R. stricta. 26,02 g pulveriserad cellmassa användes.  
 
Vid fraktioneringen av alkaloidfasen användes mediumtryck vätskekromatografi (eng. 
medium pressure liquid chromatography, MPLC)-systemet i Tabell 1. Som stationärfas 
användes 101,8 g TLC-kieselgel 60 HF 254 15 µm, Merck. Vid optimering av 
mobilfasen till MPLC-systemet och vidare separering av huvudkomponenter användes 
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TLC-skivor uppräknade i Tabell 2.  
 
  Tabell 1 Använt MPLC-system. 
Maskin Tillverkare och modell Plats för tillverkning
Pump Kontron Instruments,  
HPLC Pump 420 
Schweiz 
Gradientbildare Kontron Instruments,  
HPLC Gradient former 425 
Schweiz 
Förkolonn Büchi, borosilikat 3.3 code no. 
17988 (9,6x115 mm) 
Schweiz 
Kolonn Büchi, borosilikat 3.3 code no. 
17982 (26x460 mm) 
Schweiz 
Fraktionssamlare Merck Hitachi,  
Fraction collector L-5200 
Tokyo, Japan 
 
 Tabell 2 Använda TLC-skivtyper. 
TLC-skiva Användning 
Silicagel 60 F254 Merck 
Art. 5554 20x20 cm  
Optimering av mobilfas för MPLC, kontroll av 
fraktioner 
Silicagel 60 F254 Art. 
5715 20x20 cm 
Rengöring av F1 och F7 
 
Vid rengöringen och identifieringen av huvudkomponenter användes högtryck 
vätskekromatografi (HPLC)-systemet i Tabell 3. De rena alkaloider som användes för 
jämförelse är listade i Tabell 4.  
 
Tabell 3 Använt HPLC-system. 
Maskin Tillverkare och modell Plats för tillverkning
Autosampler Waters 717 Autosampler Milford, MA, USA 
Avgasare Waters In-line degasser AF Milford, MA, USA 
Pump Waters 600 pump  Milford, MA, USA 
 Waters 600 controller Milford, MA, USA 
Kolonn Waters XTerra MS C18 5 µm 
(4,6x150 mm) 
Irland 
Kolonn vid 
preparativ HPLC 
Waters XTerra prep RP8 5 µm 
(10x100 mm) 
USA 
Diodraddetektor Waters 2996 Photodiode Array 
Detector 
Milford, MA, USA 
Fraktionssamlare Gilson FC204 Fraction collector Middleton, WI, USA 
Programvara Waters Millennium32 
Chromatography manager 
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Tabell 4 Använda rena ämnen. 
Ämne Tillverkare
Vincanin (nor-fluorocurarin) Accurate Chemical & Scientific Corporation, 
NY, USA 
Vincamin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Johimbin-HCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ajmalicin-HCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Harmin Extrasynthese, Genay Cedex, Frankrike 
(-)-Eburnamonin (vincamon) Extrasynthese, Genay Cedex, Frankrike 
 
Övriga maskiner och hjälpmedel som användes i arbetet återfinns i Tabell 5, 
lösningsmedel i Tabell 6 och syror, baser, salter och andra reagenser i Tabell 7.  
 
Tabell 5 Övriga använda maskiner och hjälpmedel. 
Maskin Tillverkare och modell Plats för tillverkning
Analysvåg Sartorius BP 221S Göttingen, Tyskland 
Analysvåg Ohaus AS120  Florham Park, N.J., USA 
pH-mätare Schott Geräte pH-meter CG 820 Hofheim, Tyskland 
Vattenrenare Millipore Milli-Q Integral 15 Molsheim, Frankrike 
Ultrasonikator VWR ultrasonic cleaner Malaysia 
Rotationsindunstare Büchi Rotavapor-R Flawil, Schweiz 
Lyofilisator Heto LyoPro 3000 Gydevang, Danmark 
Sprutfilter Millipore Millex-NH Nylon  
0,45 µm 
Billerica, MA, USA 
 
Tabell 6 Använda lösningsmedel. 
Lösningsmedel Tillverkare Plats för tillverkning 
Petroleumeter 40-60° Rathburn Chemicals Ltd Walkerburn, Skottland 
Diklormetan Rathburn Chemicals Ltd Walkerburn, Skottland 
Metanol Rathburn Chemicals Ltd Walkerburn, Skottland 
Kloroform Rathburn Chemicals Ltd Walkerburn, Skottland 
Hexan Rathburn Chemicals Ltd Walkerburn, Skottland 
Acetonitril Rathburn Chemicals Ltd Walkerburn, Skottland 
Vatten  Kranvatten renat med Milli-Q 
vattenrenare 
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Tabell 7 Syror, baser, salter och övriga reagenser. 
Kemikalie Tillverkare Plats för tillverkning 
Ammoniak NH3 25 % Merck Darmstadt, Tyskland 
Svavelsyra 95-97 % Merck Darmstadt, Tyskland 
Basiskt vismutnitrat (III) 
extra pure 
Merck Darmstadt, Tyskland 
Kalimjodid Merck Darmstadt, Tyskland 
Ättiksyra ≥ 99,7 %  Sigma-Aldrich Steinheim, Tyskland 
Ammoniumacetat Riedel-deHaën  Seelze, Tyskland 
1-Heptansulfonsyra 
natriumsalt 
Sigma Chemical St. Louis, USA 
Natriumdivätefosfat dihydrat Merck Darmstadt, Tyskland 
Saltsyra 37 % Riedel-deHaën Seelze, Tyskland 
Myrsyra min. 98 % Sigma-Aldrich Seelze, Tyskland 
 
3 Extrahering av cellmaterial 
 
Frystorkat, malet cellmaterial vägdes upp i tuber och alkaloidfasen extraherades i två 
omgångar för att testa metoden och möjliggöra ändringar vid andra extraheringen. Inga 
betydande ändringar behövdes dock göras. 
 
Först avlägsnades fetter och pigment från cellmassan med hjälp av tillsats av 
petroleumeter och centrifugering tre gånger om. Petroleumeterfasen pipetterades bort 
efter varje gång. Sedan tillsattes 0,25 M svavelsyra (H2SO4) tre gånger och tuberna 
centrifugerades för att frigöra de joniserade alkaloiderna från cellmassan. Den sura 
supernatanten samlades i en skild flaska. Till den sura vattenfasen tillsattes efter 
sugfiltrering 1 M ammoniak (NH3) för att göra fasen basisk. I den basiska lösningen var 
alkaloiderna huvudsakligen i ojoniserad form och löste sig därmed i diklormetan som 
härefter tillsattes. Diklormetanfasen separerades från vattenfasen med hjälp av 
separertratt. Diklormetanfasen innehållande alkaloiderna indunstades med hjälp av 
rotationsindunstare och vattenbad. Slutligen torkades alkaloidfasen i lyofilisator. 
Torrvikten av alkaloidfasen var 930,1 mg (3,57 % av cellmaterialet). En detaljerad 
beskrivning av extraktionsmetoden ses i Bild 1.  
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Borttagning av fetter och pigment 
12-14 g cellmassa + 3 x25 ml petroleumeter 40-60˚ 
3 x Vortex, 30 min ultrasonikation, 25 min centrifugering 4000 rpm 
Avlägsnande av petroleumeterfraktionen 
Bildning av sur vätskefas 
3 x 30 ml 0,25 M H2SO4 
3 x Vortex, 30 min ultrasonikation, 15 min centrifugering 4000 rpm 
Överföring av supernatanten till en e-kolv 
Sugfiltrering 
Bildning av basisk vätskefas 
240 ml 1M NH3 
Omrörning och uppdelning i separertrattar 
Överföring av alkaloider till organisk fas 
3 x diklormetan ad 50/50 med vattenfasen i trattarna 
Försiktig omblandning och separering av nedre (diklormetan) fasen till en e-kolv 
Indunstning av diklormetanfasen innehållande alkaloider 
Bild 1 Extraktionsmetoden för alkaloider ur cellmaterial. 
 
4 Fraktionering av alkaloider 
 
Alkaloidfasen fraktionerades med hjälp av MPLC (Bild 2). Detta gjordes i två 
omgångar för att testa systemet och möjliggöra ändringar vid andra fraktioneringen.  
 
Glaskolonnen som användes, fylldes med silika genom torr fyllning. Det har 
konstaterats vara ett bättre sätt än våtfyllning (eng. slurry), då man får silikan tätare 
packad (Zogg 1989). Som mobilfas användes två lösningar, A och B, som blandades i 
olika förhållanden under fraktioneringen. Som lösning A användes hexan och som 
lösning B en blandning av metanol, kloroform och 25 % ammoniak med förhållandet 
1:9:0,1. Ammoniak tillsattes för att alkaloiderna skulle hållas till större del 
deprotonerade. Mobilfasen hade optimerats med hjälp av tunnskiktskromatografi (TLC) 
och en blandning av rena alkaloider, tidigare uppräknade i Tabell 4.  
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                  Bild 2 Använt MPLC-system för 
                                        fraktionering av alkaloider. 
 
Alkaloidprovet applicerades direkt på den vätta silikafasen i förkolonnen. Provet läts 
dra in i fasen några timmar innan vätskeflödet genom kolonnen startades. Mobilfasen 
pumpades med en jämn hastighet på 1,5 ml/min och förhållandet 26 % A: 74 % B 
(si=3,1). Huvudkomponenterna beräknades eluera efter cirka 2,5 timmar. Före 
insamlingen av fraktioner samlades eluatet i en flaska för att inte förlora ämnen som 
möjligen eluerar hastigare än beräknat. Fraktionssamlaren startades efter 1,5 timme. 
Fraktionssamlaren samlade 120 stycken 4 minuters fraktioner (á 6 ml). 
 
Mellan första och andra fraktioneringen sköljdes systemet med metanol för att 
försnabba elueringen av långsamt eluerande polära ämnen. Silikan i förkolonnen byttes 
också ut för att förhindra problem med kontaminering (eng. carry-over) vid andra 
fraktioneringen. Stationärfasen stabiliserades genom att pumpa mobilfas A+B (26:74) 
genom systemet. 
 
De samlade fraktionerna från båda fraktioneringarna kontrollerades med hjälp av 
tunnskiktskromatografi. Fraktioner med så gott som samma TLC-profil slogs samman 
till åtta större fraktioner (F1-F8) (Tabell 8).  
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Tabell 8 Fraktioner från första och andra fraktioneringen förenades till F1-8. 
Förenade fraktioner Fraktionering 1: 
fraktion nr. 
Fraktionering 2: 
fraktion nr. 
F1 17-25 18-21 
F2 26-28 22-34 
F3 29-38 35-40 
F4 39-53 47-54 
F5 54-62 - 
F6 63-85 41-46 
F7 - 55-85 
F8 - 86-120 
 
Fraktionerna F1-F8 indunstades med rotationsindunstare. Därefter löstes de upp i 
metanol, sprutfiltrerades och överfördes i små 1,5 ml vialer. Metanolen avdunstades 
under kvävgas (N2) och därefter sattes vialerna i lyofilisatorn i ett dygn för att få 
fraktionernas torrvikt (Tabell 9). Av fraktionerna gjordes sedan 10 mg/ml lösningar som 
användes för att kontrollera de förenade fraktionerna och vidare isolera 
huvudkomponenter (Bild 3).  
 
                 Tabell 9 Alkaloidfraktionernas torrvikt. 
Fraktion Torrvikt (mg) 
F1 65,78 
F2 116,75 
F3 83,77 
F4 110,59 
F5 19,52 
F6 38,65 
F7 32,64 
F8 27,46 
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Bild 3 TLC-kromatogram av de förenade fraktionerna F1-8, alkaloidextraktet från första 
fraktioneringen och en lösning med sex alkaloider. 20x10 cm horisontell TLC, metanol-
kloroform-25 % ammoniak 1:9:0,01 – hexan, si 2,5. Belyst med UV 254 nm. 
 
5 Rengöring och identifiering av huvudkomponenter 
 
Av fraktionerna F1-F8 prioriterades i första hand F1 och F7 till vidare rengöring, då de 
verkade innehålla relativt få olika komponenter. Komponenterna i F7 separerades med 
hjälp av horisontell TLC (Bild 4). Horisontell TLC gav de mest jämna resultaten jämfört 
med tvillingtråg i olika storlekar. Skivorna kördes två gånger för att förbättra 
resolutionen. Som mobilfas användes metanol-, kloroform- och ammoniaklösning med 
förhållandet 1:9:0,01 blandat med hexan till si 3,1.  Totalt applicerades 1700 µl 10 
mg/ml F7 på 9 skivor. Huvudkomponenten F7-1 skrapades loss från skivorna till en 
erlenmeyerkolv. Metanol tillsattes i kolven som sedan sattes i ultrasonikatorn i 15 min. 
Lösningen sugfiltrerades. Detta gjordes två gånger. Därefter indunstades lösningen, 
flyttades över i en vial och torkades med kvävgas och lyofilisator. F7-1 torrvikt var 9,1 
mg.  
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Bild 4 Kromatogram av fraktionen F7 10 mg/ml 200 µl efter första körningen med 
horisontell TLC. Belyst med UV 254 nm.  
 
Den renade fraktionen F7 kontrollerades med hjälp av jonparskromatografi (Bild 5 och 
6). Kolonnen som användes var Xterra MS C18 5 µm, 4,6x150 mm. Som mobilfas A 
användes 39 mM natriumdivätefosfat (NaH2PO4) + 2,5 mM heptansulfonsyra pH 2,5 
och som mobilfas B användes acetonitril. Det använda gradientsystemet ses i Tabell 10.  
 
             Tabell 10 Gradientsystemet vid HPLC-analys av  
             den renade fraktionen F7. 
 
Tid 
(min) 
Hastighet 
(ml/min) 
A (%) B (%) 
0 0,6 90 10 
10  -’’- 80 20 
20  -’’- 80 20 
40  -’’- 65 35 
50  -’’- 20 80 
55 -’’- 20 80 
60 -’’- 90 10 
65 -’’- 90 10 
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Bild 5 HPLC-kromatogram av den renade fraktionen F7 1 mg/ml, 255 nm. 
 
 
Bild 6 UV-spektrum för huvudkomponenten i F7 vid retentionstid 20,35 min. 
 
Bild 7 Kromatogram av fraktionen F1 10 mg/ml 200 µl efter andra körningen med horisontell 
TLC. Belyst med UV 254 nm 
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Från fraktionen F1 isolerades tre huvudkomponenter eller linjer (F1-1, F1-2 och F1-3) 
på samma sätt som från F7 (Bild 7). Mobilfasens styrka sänktes till si 1,5 för att förbättra 
resolutionen. Totalt applicerades 2700 µl 10 mg/ml F1 på 14 skivor. Från de fem första 
skivorna isolerades inte de två övre huvudkomponenterna (F1-1 och F1-2), då de efter 
körningen genomgick en kemisk reaktion och gulnade under tiden de väntade på att bli 
skrapade från skivorna. Från de övriga skivorna skrapades huvudkomponenterna direkt 
efter körningen i skilda kolvar och löstes upp i metanol. Tredje huvudkomponenten i F1 
isolerades från alla 14 skivor i en skild kolv. Därefter gjordes lika som tidigare med F7 
för att lösgöra komponenterna från silikafasen.  
 
Torrvikterna av huvudkomponenterna F1-1 och F1-2 ses i Tabell 11, HPLC-
kromatogrammen i Bilderna 8 och 10 och UV-spektren i Bilderna 9 och 11. F1-3 
misstänktes innehålla flera ämnen, vilket bekräftades med HPLC (Bild 12). I Bilderna 
13 och 14 ses UV-spektren av huvudkomponenterna i F1-3 (F1-3-1 och F1-3-2). Av F1-
3 vägdes ingen torrvikt då den inte torkades in, för att fraktionens två ämnen beslöts att 
separeras med preparativ HPLC. 
 
Tabell 11 Torrvikterna av huvud- 
komponenterna från F1.  
Komponent Torrvikt (mg) 
F1-1 2,89 
F1-2 3,05 
 
 
Bild 8 HPLC-kromatogram av F1-1, 290 nm. 
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Bild 9 UV-spektrum av huvudkomponenten i F1-1 vid retentionstid 51,15 min. 
 
 
Bild 10 HPLC-kromatogram av F1-2, 290 nm. 
 
 
Bild 11 UV-spektrum av komponenten i F1-2 vid retentionstid 51,30 min. 
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Bild 12 HPLC-kromatogram av F1-3 från fraktionen F1, 290 nm. 
 
 
Bild 13 UV-spektrum av första huvudkomponenten i F1-3 (F1-3-1) vid retentionstid 20,20 min. 
 
 
Bild 14 UV-spektrum av andra huvudkomponenten i F1-3 (F1-3-2) vid retentionstid 25,20 min. 
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För preparativ HPLC av F1-3 behövdes en mobilfas som är lätt att indunsta och inte 
lämnar kvar några orenheter. Som lösning A användes 0,1 % myrsyra och som lösning 
B acetonitril. Kolonnen som användes var Waters XTerra prep RP8 5 µm, 10 x 100 mm. 
Gradientsystemet kan ses i Tabell 12. Fraktionssamlaren Gilson FC204 kopplades till 
HPLC-systemet. Fraktionssamlaren samlade 30 sekunder per provrör under tiden 4 till 
13 minuter (18 provrör á 1,75 ml). F1-3 injicerades 50 µl per körning, totalt 6 körningar 
(300 µl). Ur kromatogrammet kunde skiljas två väl separerade toppar (Bild 15). 
Provrören som beräknades innehålla komponenterna i fråga sammanfördes till F1-3-1 
och F1-3-2. Fraktionerna torkades in med rotationsindunstare, kvävgas och lyofilisator. 
Torrvikterna av F1-3-1 och F1-3-2 kan ses i Tabell 13.  
 
           Tabell 12 Använt gradientsystem vid isolering av  
           komponenterna F1-3-1 och F1-3-2 med hjälp av  
           preparativ HPLC. 
 
Tid 
(min) 
Hastighet 
(ml/min) 
A (%) B (%) 
0 3,5 90 10 
5  -’’- 90 10 
25  -’’- 45 55 
30  -’’- 90 10 
35  -’’- 90 10 
 
Tabell 13 Torrvikterna av komponenterna  
F1-3-1 och F1-3-2 från fraktion F1-3.  
 
Komponent Torrvikt (mg) 
F1-3-1 1,21 
F1-3-2 1,91 
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Bild 15 Preparativ separering av komponenterna F1-3-1 och F1-3-2 från fraktionen F1-3, 290 
nm. 
 
De fem isolerade komponenterna (F7-1, F1-1, F1-2, F1-3-1 och F1-3-2) från 
alkaloidfasen kan nu vidare analyseras och identifieras med till exempel kärnmagnetisk 
resonans spektroskopi (eng. nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR). Från 
fraktionerna F2-F6 och F8 kan ännu flera huvudkomponenter och även mindre 
komponenter isoleras och identifieras för att få en uppfattning om vilka alla alkaloider 
hairy root-celler av R. stricta syntetiserar under bestämda förhållanden.  
 
 
6 Slutsats 
 
I det experimentella arbetet testade och optimerade jag en process från extrahering till 
identifiering av alkaloider från lyofiliserad och malen cellmassa. Processen som helhet 
är simpel men något tidskrävande. Extraheringsmetoden var tidigare beprövad, men 
mängderna lösningsmedel och reagenser anpassades till en större materialmängd. 
Systemet var inte planerat för att ta reda på exakta mängden alkaloider syntetiserad av 
växtcellerna. Däremot var målet att isolera tillräckligt av huvudkomponenterna för 
vidare identifiering av föreningarna.   
 
Före fraktioneringen av extraktet användes mycket tid till att optimera mobilfasen till 
MPLC med hjälp av tidigare extraherat alkaloidextrakt och rena standardämnen. 
Standardämnena som användes är närbesläktade med alkaloider i R. stricta. Vid 
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mobilfasoptimeringen med TLC användes prisma-optimering (Nyiredy 2002) och 
testning av mobilfaser från litteraturen.  
 
Inför fraktioneringen gjordes torrfyllningen av silika i glaskolonnerna så som Zogg 
(1989) rekommenderat med tryck av kvävgas. Silikafasen sjönk dock ihop flera 
centimeter under genompumpningen av mobilfas. Början av elueringen genom 
kolonnerna påverkades möjligen negativt av den höga vätskepelaren i förkolonnen, då 
alkaloidprovet delvis löste sig i vätskepelaren. Vid första appliceringen av 
alkaloidextraktet stötte dessutom pipetten en djup grop i silikafasen, vilket kunde orsaka 
ojämn eluering i början av kolonnen under första fraktioneringen.  
 
Vid andra fraktioneringen eluerade komponenterna i delvis annan ordning än vid första 
fraktioneringen. Det kan bero på att sköljningen av kolonnen med metanol mellan 
fraktioneringarna och därpå följande för korta återbalanseringen med använd mobilfas 
ändrade elueringshastigheten hos komponenterna.  
 
Sammanförandet av fraktionerna till F1-F8 baserades på en jämförelse av TLC- 
kromatogram under 254 nm och 366 nm UV-strålning. Sammanförandet var relativt 
lyckat med tanke på att första och andra fraktioneringen såg olika ut. Alla fraktioner 
innehåller dock ett flertal komponenter och i vissa fall finns samma ämne i flera 
fraktioner. Det kan även noteras att överföringen av den optimerade mobilfasen från 
TLC till kolumn vätskekromatografi visade att ämnen eluerar i olika ordning i de olika 
kromatografityperna.  
 
Alternativa fraktioneringssätt eller vidare optimerat MPLC-system skulle kunna 
övervägas, då många komponenter eluerade samtidigt. De ursprungliga 2 x 120 
fraktionerna skulle även kunna sammanföras i flera fraktioner än åtta, men då bör det 
finnas mera cellmaterial och alkaloidextrakt att utgå ifrån.  
 
Från TLC-kromatogrammen kan dras den slutsatsen att hairy root-cellerna av R. stricta 
syntetiserar åtminstone ett tiotal alkaloider med väldigt varierande polaritet. HPLC- 
kromatogrammet av alkaloidextraktet visar ett tjugotal toppar, varav sex kan 
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klassificeras som huvudkomponenter (Bild 16). Av de isolerade alkaloiderna kan F7-1 
(18,40 min), F1-1 (51,24 min) och F1-2 (51,43 min) räknas till huvudkomponenter. F1-
3-1 är möjligen axeln på toppen för F7-1 och F1-3-2 syns inte i alkaloidextraktets 
kromatogram. 
 
 
Bild 16 HPLC-kromatogram av hairy root-alkaloidextrakt. UV 255 nm.  
 
Alkaloidextraktets HPLC-kromatogram kan jämföras med kromatogrammet av 
standardämnesblandningen (Bild 17). Standardämnena eluerade i ordningen vincanin 
(19,93 min), harmin (23,31 min), johimbin (24,47 min), vincamin (25,70 min),  
(-)-eburnamonin (30,12  min) och ajmalicin (33,91 min).  
 
 
Bild 17 HPLC-kromatogram av standardämnena vincanin, harmin, johimbin, vincamin,  
(-)-eburnamonin och ajmalicin. UV 255 nm.  
 
Vincanin eluerade så gott som samtidigt som F7-1 och molekylernas UV-spektrum är 
också så gott som likadana (Bild 18). F7-1 steg även som vincanin i TLC och 
fluorescerade likadant under UV 366 nm. På basen av TLC-kromatogram finns det av 
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komponenten F7-1 även i fraktionerna F4, F5 och F8. Det är sannolikt att F7-1, en av 
huvudkomponenterna i de odlade cellerna, är vincanin. Även F1-3-1 eluerade så gott 
som samtidigt som vincanin och F7-1, men dess UV-spektrum är annorlunda. Inga 
andra UV-spektrum av alkaloidextraktets eller de analyserade fraktionernas (F1 och F7) 
komponenter liknar standardämnenas spektrum. UV-spektren från alkaloidextraktet 
påverkas dock lätt om flera komponenter eluerar samtidigt.  
 
Vid jämförelse av TLC-kromatogram av standardämnesblandningen och de samlade 
fraktionerna kan man även notera att det i flera fraktioner, men huvudsakligen i F6, 
finns en komponent som liksom harmin fluorescerar blått i både UV 254 och 366 nm. 
Komponenten är dock något mer polär än harmin, då den inte stiger lika snabbt i 
normalfas TLC.  
 
 
Bild 18 UV-spektrum av vincanin och F7-1. 
 
HPLC-systemet testades med olika mobilfaser och gradienter för att optimera 
analyseringen av fraktionerna. Jonparskromatografi valdes till analysmetod på grund av 
att den rekommenderades i litteraturen (Stöckiget et al. 2002). HPLC-systemet var ändå 
inte fullständigt optimerat då flera toppar hade dålig resolution, däribland de flesta 
huvudkomponenter, men ingen av de andra testade systemen gav något bättre resultat 
och tiden var knapp. Detta system användes dessutom för att det då var möjligt att 
jämföra kromatogrammen med tidigare genomförda analyser. Jag rekommenderar dock 
fortsatt optimering av systemet, till exempel med hjälp av DryLab program, vid senare 
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forskning av dessa alkaloider. 
 
För vidare rengöring valdes F1 på grund av att fyra tydliga band kunde urskiljas från 
TLC-kromatogram under 254 nm UV-strålning. Komponenterna reagerade även med 
Dragensdorffs reagens. F7 hade ett enda kraftigt band i TLC-kromatogrammet och 
beräknades därmed vara relativt lätt att rengöra, förutsatt att det inte innehöll flera 
ämnen som steg med samma hastighet under givna förhållanden.   
 
Innan rengöringen av F1 och F7 optimerades TLC-systemet och mobilfasen för att 
bättre separera huvudkomponenterna. Horisontell TLC gav jämna resultat jämfört med 
analyserna med tvillingtråg, som gav kraftig kanteffekt och inkonsekventa resultat. De 
varierande resultaten kunde bero på förändring i luftfuktigheten under forskningens 
(vårens) lopp, byte av kammare och TLC-skivor (beroende på vad som fanns till 
förfogande) och mänskliga misstag vid blandning av mobilfas.  
 
Av HPLC-kromatogrammen kan konstateras att rengöringen av huvudkomponenter med 
hjälp av TLC fungerade relativt bra. Preparativ HPLC hade kunnat vara en snabbare 
metod för själva renandet, men optimeringen av systemet, för att få dessa väldigt nära 
varandra eluerande ämnen separerade, hade antagligen tagit tid.  
 
Med preparativ HPLC rengjordes komponenterna F1-3-1 och F1-3-2 från F1-3. 
Preparativa kolonnen gjorde topparna breda och osymmetriska men separerade ämnena 
tillräckligt från varandra, för att samlandet av dem i skilda fraktioner var möjligt.  
 
 
7 Sammandrag 
 
I det experimentella arbetet extraherades, fraktionerades och renades alkaloider från 
torkad cellmassa av hairy root-celler av växten Rhazya stricta. Med hjälp av MPLC 
samlades alkaloiderna i åtta fraktioner, varav fraktionerna F1 och F7 analyserades 
närmare och deras huvudkomponenter renades och isolerades. Sammanlagt isolerades 
fem alkaloider F7-1, F1-1, F1-2, F1-3-1 och F1-3-2 (torrvikt 1,21–9,1 mg). Tiden räckte 
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inte till att identifiera alkaloiderna. Det är dock möjligt att F7-1 är vincanin på basen av 
jämförelser mellan HPLC- och TLC-kromatogram och UV-spektrum. Allt som allt 
syntetiserar hairy root-celler av R. stricta odlade på VTT åtminstone några tiotal olika 
alkaloider.  
 
För att man i fortsättningen ska kunna identifiera alkaloiderna med flera analysmetoder 
och möjligen studera deras bioaktiva egenskaper bör man utgå från ännu större mängd 
cellmassa än i detta experimentella arbete (26 g). Extraheringsmetoden fungerade bra 
men fraktioneringen med MPLC och analyserna med TLC och HPLC bör ännu 
optimeras för att uppnå bättre separering av komponenterna.  
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